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摘要 : 昆虫 通过 细胞 免疫 和 体液 免疫 的 协同 作用 对 入 侵 的 异物 做 出 防御 反应 。 在 不 同时 间 向 棉铃 虫 体内 注射 亲 水 性 硅 珠 
E. WET MFA (PO 的 活性 ， 同 时 研究 了 不 同 抑制 剂 和 证 活 剂 对 注射 硅 珠 后 的 酚 氧 化 酶 活性 的 影响 。 结 果 表 
明 ， 注 射 亲 水 性 硅 珠 后 ， 棉 铃 虫 血 浆 中 了 栈 氧 化 酶 的 活性 明显 升 高 。 分 别 以 牛 胰 重 白 酶 和 昆布 多 糖 作 为 酚 氧 化 酶 原 CproPOO 
的 激活 剂 ， 发 现 两 者 都 可 激活 注射 硅 珠 后 血浆 中 的 proPO。 以 牛 胰 蛋白 酶 激活 时 ， 随 着 注射 硅 珠 后 时 间 的 延长 ，PO 活性 逐 
渐 增 高 ;而 用 昆布 多 糖 激 活 后 PO 活性 也 明显 升 高 ， 但 注射 硅 珠 后 不 同时 间 propo 被 昆布 多 糖 激活 的 情况 基本 相似 。 这 些 结 
果 表 明 ， 在 异物 入 侵 后 酚 氧 化 酶 原 有 很 大 程度 的 积累 ， 并 能 被 激活 ， 协 同 细胞 免疫 抵御 异物 入 侵 。p-NPGB 和 PTU 几乎 能 
完全 抑制 酚 氧 化 酶 的 活性 。 
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Impact of injecting hydrophilic silica beads on phenoloxidase activity in Helicoverpa 














armigera haemolymph 
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Abstract: Insects use cellular and humoral immune systems to defend themselves from foreign bodies. We assayed the 
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dynamics of plasma phenoloxidase CPO activity in Helicoverpa armigera larvae after the injection of hydrophilic silica 
beads into the haemocoel. We also studied the effects of the activators trypsin and laminarin: and inhibitors p-NPGB and 
PTU on PO activities in plasma after silica beads were injected. The results showed that PO activities increased markedly 
after the injection of silica beads. PO activities in plasma were increased by the presence of trypsin» but under similar 
conditions PO activities did not follow the same trend when activated by laminarin. There may be an accumulation of pro- 
phenoloxidases CproPO after the intrusion of foreign objects causing proPO to be activated at the appropriate time. 
p-NPGB and PTU can totally inhibit PO activities. 
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在 长 期 的 进化 过 程 中 ， 昆 虫 形 成 了 独特 的 免疫 
系统 和 免疫 机 制 〈Gillespie et al.. 19972. "C BEXE 
过 细胞 免疫 和 体液 免疫 的 协同 作用 ， 对 入 侵 的 病原 
体 和 腊 物 做 出 相应 的 免疫 防御 反应 。 昆 虫 血 细胞 可 
根据 入 侵 异 物 的 大 小 与 数量 采取 吞噬 、 形 成 结 节 和 
产生 包 讲 的 方式 形成 细胞 免疫 反应 。 同 时 ， 被 血 细 
胞 天 咽 、 包 歧 的 病原 体 义 能 诱导 宿主 产生 免疫 因子 
参与 体液 免疫 ， 酚 氧化 酶 〈phenoloxidase，PO) 是 


其 中 重要 的 免疫 因子 之 一 。 琴 氧化 酶 一 般 以 没有 活 
性 的 酚 氧 化 酶 原 Cprophenoloxidases proPO2 形式 存 
在 于 体 壁 、 血 细胞 和 血 淋 巴 中 ， 当 外 源 物 侵入 昆虫 
血 腔 时 ，proPO 通过 特异 性 丝 氮 酸 蛋白酶 级 联 反 应 
(Yoshda et al.» 190860 被 活化 ， 再 经 过 水 解 去 掉 一 
个 5 kD 肽 链 而 被 激活 成 为 有 活性 的 PO。PO RETE 
化 酚 类 物质 氧化 为 配 ， 最 终 形成 对 入 侵 物 具有 毒性 
的 黑色 素 。 黑 色素 经 常 沉积 在 被 包 守 的 异物 、 血 细 
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胞 形成 的 结 节 及 被 细菌 感染 的 表皮 周围 ， 黑 色素 在 
昆 忠 对 伤口 的 治疗 及 对 病原 菌 的 防御 反应 中 起 重要 
的 作用 CGillespie et al.» 1997). 

目前 ， 由 于 吞噬 途径 和 杀菌 机 制 的 复杂 过 程 ， 
对 于 由 吞噬 反应 所 诱导 的 了 酚 氧 化 酶 活性 的 变化 情况 
还 没有 进行 过 系统 的 研究 ， 有 关 细 胞 免疫 反应 和 了 酚 
氧化 酶 活性 相互 关系 的 报道 也 很 少 〈Wiesner， 
1992; Wiesner and Gitz，1993)。 细 胞 免疫 和 体液 免 
疫 的 功能 并 不 是 独立 存在 的 ， 因 此 阐明 它们 之 间 的 
内 在 联系 ， 有 利于 揭示 昆虫 的 免疫 机 制 。 亲 水 性 硅 
PR Chydrophilic silica beads》 为 硅 原 子 和 和 氧 原子 组 成 
的 晶体 阵列 ， 具 有 明确 的 表面 特征 ， 并 且 激 发 的 体 
液 免疫 反应 强度 远大 于 其 他 的 人 工 刺 激 物 〈Lackie， 
1988: Wiesner and Gitz，1993)， 因 此 被 用 于 昆虫 免 
疫 的 研究 。Wiesner S& (1993) m) KIE Galleria 
mellonella. 幼虫 体内 注射 亲 水 性 硅 珠 来 模拟 自然 发 生 
的 抗菌 反应 ， 发 现 浆 细胞 发 生 了 吞噬 反应 ， 血 浆 的 
抗菌 活性 也 明显 增加 。 

RATE m HEE Helicoverpa armigera 幼虫 体 
内 人 工 注射 亲 水 性 硅 珠 ， 模 拟 菌 物 对 其 躯体 的 目 然 
侵 染 ， 微 量 测定 了 棉铃 虫 血 淋巴 PO 的 活性 ， 从 而 
探讨 细胞 免疫 和 体液 免疫 之 间 的 可 能 联系 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试剂 

牛 胰 和 蛋白酶 (trypsin》、 屁 布 多 糖 《laminarin》、 
L- 多 巴 (LL-DOPA)、 亲 水 性 硅 珠 (颗粒 平均 直径 5 
xm， 平均 孔径 6 nm， 表 面积 500 mY/g， 用 于 高 压 液 
相 色 谱 的 固定 相 )、 茶 基 硫 脲 《PTU)、p- 硝 基 茶 - 
p- EE FERES Cp-NPGBO 均 购 于 Sigma 公司 ， 二 
甲 肿 酸 钠 《sodium cacodylate) 购 于 Merck 公司 。 

1.2 昆虫 的 饲养 及 血 淋 巴 的 收集 

棉铃 虫 在 26+ 1%，16L:8D 的 光 周 期 下 饲养 ， 
纺 虫 人 工 饲 料 按 常规 方法 配制 ( 吴 坤 看 ,1985)。5 
龄 初 幼虫 用 于 试验 处 理 。 

自 幼虫 腹 足 处 取 血 淋巴 ， 置 于 1 mL AC- 缓 冲 液 
(62 mmol/L 氧化 钠 ，100 mmol/L 葡萄 糖 ，10 mmol/L 
EDTA，30 mmol/L 柠檬 酸 钠 ，26 mmol/L 柠檬 酸 ， 
pH4.6) P, 4?C 4 000 r/min 离心 5 min， 上 清 液 
《 即 血 浆 》 置 于 1 L 0.01 mol/L— FIRRA CpH 7.0? 
中 ，4% 透 析 1 np， 中 途 换 一 次 透析 液 。 在 测定 PO 
活性 之 前 加 入 CaCL Æ 5 mmol/L (Asokan et al.» 
1998)。 





1.3 ”注射 硅 珠 后 棉铃 虫 幼 虫 血 浆 酚 氧化 酶 活性 的 
测定 

取 5 龄 初 幼虫 ， 每 头 幼虫 注射 1 uL Ringers E 
理 盐水 《128 mmol/L 氧化 钠 ，18 mmol/L 氧化 钙 ， 
1.3 mmol/L 氧化 钊 ，2.3 mmol/L 碳酸 氧 钠 ，pH 7.0? 
ERR KEER, £y 1.6 x 10 个 / 虫 。 取 当即 注 
射 的 以 及 注射 后 30 mins 1h, 2 h 的 棉铃 虫 幼虫 血 
浆 各 50 pL， 加 50 uL cac- 缓 冲 液 (0.01. mmol/L. 二 
FIRRA, 5 mmol/L 氯 化 钙 ，pH 7.0)， 测 定 PO 活 
性 。 分 别 以 向 幼虫 注射 1 uL 生理 盐水 的 和 不 注射 
任何 物质 的 正常 幼虫 作为 对 照 1 和 对 照 2。 每 处 理 
6~8 头 ， 实 验 重 复 3 次 。 

参照 尹 丽 红 等 《200la) 和 Gollsa-Galván 等 
(19972 的 方法 ， 利 用 L- 多 巴 转 化 成 多 巴 色 素 的 反 
应 测定 酚 氧 化 酶 活性 。 加 入 50 uL L-DOPA (3 g/ 
L)， 混 义 ，25% 温 洽 30 min 后 ， 用 Microplate Reader 
(BIO-RAD 公司 ) 测定 在 490 nm 时 的 光 吸 收 值 
(0Dswo )}。 对 酚 氧 化 酶 活性 测定 的 时 间 为 60 min M 
活性 以 活力 单位 U 表示 ，1U = ODA/23/2& $5 5 ÉL 
蛋白 含量 采用 Bradford (19760. 方法 测定 。 

1.4. 注射 硅 珠 后 激活 剂 和 抑制 剂 对 棉铃 虫 幼虫 血 
浆 中 PO 活性 影响 的 测定 

为 研究 注射 硅 珠 后 牛 胰 香 白 酶 〈2 gL TUE 
布 多 糖 Q g/L) 对 proP0 的 激活 特性 ， 取 注射 后 不 
同时 间 的 幼虫 血浆 50 uL JA 50 uL ^F S ELE 
或 昆布 多 糖 溶液 激活 ， 测 定 其 PO 活性 。 以 未 注射 
硅 珠 的 幼 忠 血浆 用 牛 胰 和 蛋白酶 或 屁 布 多 糖 激活 作为 
对 照 1， 未 注射 硅 珠 的 幼虫 血浆 中 加 50 uL cac- 缓 剖 
液 作为 对 照 2。 

为 研究 p-NPGB〔 一 种 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 ， 
0.5 mmol/L) 和 PTU 《一 种 酚 氧 化 酶 抑制 剂 ， 
1 mmol/L)》 在 丝氨酸 和 蛋白酶 级 联 反 应 途径 中 的 作 
用 ， 取 注射 硅 珠 不 同时 间 点 的 幼虫 血浆 各 50 uL. 
加 入 50 uL p-NPGB 或 PTU， 测 定 PO 活性 。 未 注射 
硅 珠 幼 忠 血浆 用 p-NPGB 或 PTU 抑制 作为 对 照 1， 
未 注射 硅 珠 的 幼虫 血浆 中 加 50 uL cac- 缓 冲 液 作为 
对 照 2。 


2 结果 与 分 析 


2.1 注射 亲 水 性 硅 珠 后 棉铃 虫 幼虫 血浆 中 PO 的 
活性 变化 

注射 硅 珠 前 后 棉铃 忠 幼 忠 血浆 中 PO 的 活性 结 
果 见 表 1。 注 射 硅 珠 后 ， 与 注射 生理 盐水 对 照 组 和 


730 


空白 对 照 组 相 比 ， 幼 虫 血 浆 中 PO 活性 明显 升 高 

《P<0.05)， 并 且 注 射 亲 水 性 硅 珠 30 min 后 血浆 中 

PO 活性 最 高 ， 分 别 是 当即 注射 的 1.5 倍 及 对 照 组 

8g 2.1 fit. 

2.2. FRAAI Ep £ 38x] proPO 的 激活 作用 
我 们 分 别 就 牛 胰 蛋 白 酶 和 昆布 多 糖 对 棉铃 虫 幼 
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BZP proPO 的 激活 进行 了 研究 ， 结 果 显 示 ， 在 
注射 亲 水 性 硅 珠 不 同时 间 后 的 样品 中 ，proPO 经 牛 
IR EE ER PO 活性 明显 升 高 〈 表 2)。 经 昆布 
多 糖 处 理 激活 后 PO 活性 也 明显 升 高 ， 但 注射 硅 珠 
后 隔 不 同时 间 加 昆布 多 糖 的 PO 活性 无 显著 性 差异 
(P>0.05)〈 表 2)。 


Table 1 Comparison of PO activity in plasma after different treatments 


31 不 同 处 理 棉铃 虫 幼 虫 血 浆 PO 活性 的 比较 


血浆 PO 活性 〈0Diw/ 分 /毫克 蛋白 ) 








处 理 Phenoloxidase activity (ODygo /min per mg protein) 
Treatment 当即 注射 注射 后 30 min 注射 后 Th 注射 后 2h 
Immediately after injection 30 min after injection Í h after injection 2 h after injection 
注射 硅 珠 
0.1186 + 0.0038 a 0.1737 x 0.0309 a 0.1469 + 0.0088 a 0.1198 + 0.0010 a 
silica beads injected 
注射 生理 盐水 
0.0849 + 0.0028 b 0.0890 + 0.0011 b 0.0877 + 0.0013 b 0.0864 + 0.0038 b 
Ringer's solution injected 
空白 对 照 
i 0.0786 + 0.0033 b 0.0813 + 0.0013 b 0.0859 + 0.0053 b 0.0786 + 0.0033 b 
contro 





表 中 数据 为 平均 值 + SE (n 232. 经 Duncan 的 新 复 极 差 法 检验 ， 同 列 内 具有 相同 字母 的 表示 相互 间 差 异 不 显著 《P>0.05); FA 


The data in the table show mean + SE (n 2 3). Means followed by the same letter 


range test). The same for the following tables 


within a column are not significantly different 6 P > 0.05; Duncan's multiple 


R2 


注射 硅 珠 后 棉铃 虫 幼虫 血浆 PO 对 激活 剂 牛 胰 蛋 白 酶 〈2 g/L) 和 昆布 多 糖 (2 gL 的 反应 
Table 2 Effect of the protease activators bovine trypsin (2 g/L) and laminarin (2 g/L) on 


prophenoloxidase activation after the injection of silica beads 


牛 胰 和 蛋白酶 激活 后 血浆 PO 活性 
PO activity after bovine trypsin 


处 理 


Treatment 
activation L OD4gg/Cmin* mg) ] 


昆布 多 糖 诉 活 后 血浆 PO 活性 
PO activity after laminarin 


activation L OD435/Cmin* mg) ] 





当即 注射 ， 加 激活 剂 

Immediately after injection, with activator 
注射 后 30 min， 加 激活 剂 

30 min after injection; with activator 


注射 后 1 hp， 加 激活 齐 


0.1802 + 0.0106 a 


0.2232 + 0.0049 b 


0.2626 + 0.01 
1 h after injection» with activator 
注射 后 2 hb， 加 激活 剂 

0.3549 + 0.0 
2 h after injections with activator 
不 注射 ， 加 激活 剂 

0.1784 + 0.01 


no injections with activator 


不 注射 ， 不 加 激活 剂 


0.0823 + 0.0021 e 


0.1629 + 0.0172 ab 





0.1822 + 0.0077 a 
88 c 0.1785 + 0.0125 a 
185 d 0.1762 x 0.0138 a 
05 a 0.1316 + 0.0128 b 





0.0821 x 0.0034 c 


no injection» without activator 


2.3  p-NPGB 和 PTU XJ proPO 级 联 反 应 途径 的 影 
响 

p-NPGB 是 一 种 丝 毛 酸 香 白 酶 抑制 剂 ， 在 注射 
亲 水 性 硅 珠 后 的 血浆 中 加 入 p-NPGB，PO 活性 受到 
了 明显 的 抑制 ， 而 未 加 p-NPGB 的 对 照 组 中 PO 的 


活性 未 受到 抑制 ( 表 3)。 在 测定 前 向 各 样品 中 加 
入 PTU， 了 酚 氧 化 酶 的 活性 几乎 被 完全 抑制 〈 表 3)， 
当 测 活 反 应 开始 20 min 后 再 加 入 PTIU， 这 时 酚 氧 化 
酶 的 活性 也 能 被 迅速 抑制 ， 并 且 随 反应 时 间 的 延 
长 ， 光 吸收 值 不 再 增加 。 
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33 注射 硅 珠 后 棉铃 虫 幼虫 血浆 PO 对 抑制 剂 p-NPGB (0.5 mmol/L? 和 PTU (1 mmoVL2 的 反应 
Table 3 Effect of protease inhibitors p-NPGB (0.5 mmol/L) and PTU (1 mmol/L) 


on prophenoloxidase activation after injection of silica beads 


p-NPGB 抑制 后 血浆 PO 活性 
PO activity after p-NPGB inhibition 
[ OD;so/Cmin* mg? J 


处 理 


Treatment 


当即 注射 ， 加 抑制 剂 

Immediately after injection: with inhibitor 
注射 后 30 min， 加 抑制 剂 

30 min after injection: with inhibitor 
注射 后 1 hp， 加 抑制 剂 

1 h after injection: with inhibitor 
注射 后 2 hp， 加 抑制 剂 

2 h after injections with inhibitor 
不 注射 ， 加 抑制 齐 

no injection，with inhibitor 

不 注射 ,不 加 抑制 剂 


no injection» without inhibitor 


0.0392 + 0.0033 a 


0.0436 + 0.0024 a 


0.0504 x 0.0039 b 


0.0509 x 0.0047 b 


0.0371 x 0.0023 ab 


0.0772 x 0.0026 c 


3 讨论 


用 非 生 物性 物质 模拟 外 源 入 侵 物 是 一 种 研究 昆 
虫 免疫 反应 的 有 效 方法 〈Lackie，1988)。 体 外 实验 
证 明 大 量 蜡 的 颗粒 细胞 和 浆 血 细胞 都 能 吞噬 亲 水 性 
健 珠 《Tojo et al.，2000)。 在 本 实验 中 ， 亲 水 性 奎 
珠 入 侵 昆 虫 血 腔 30 min 后 PO 活性 明显 上 升 。 我 们 
认为 血细胞 对 侍 珠 进行 了 吞噬 反应 的 同时 ， 可 能 
激活 了 了 酚 氧 化 酶 凰 级 联 反 应 ， 即 在 发 生 细胞 免疫 的 
同时 也 伴随 着 体液 免疫 的 发 生 。 说 明 在 受到 异物 刺 
激 时 ， 棉 铃 虫 体内 的 酚 氧 化 酶 原 级 联系 统 能 对 外 界 
刺激 迅速 做 出 应 急 反 应 。 了 酚 氧 化 酶 的 中 间 产 物 对 寄 
主 昆虫 也 是 有 害 的 ， 因 此 在 通路 中 也 受 抑 制 因子 调 
fi 《Sugumaran，1990)， 这 可 能 是 PO 活性 在 一 定 
时 间 后 又 发 生 回落 的 原因 。 注 射 生 理 盐 水 后 酚 氧 化 
酶 的 活性 也 略 有 升 高 ， 这 可 能 是 由 于 表皮 的 伤害 在 
一 定 程度 上 引发 了 昆虫 免疫 系统 的 酚 氧化 酶 人 原 级 联 
反应 《Boucias and Pendland. 1998). 

牛 胰 和 蛋白 酶 使 得 注射 硅 珠 后 棉铃 忠 血 浆 中 PO 
的 活性 进一步 显著 提高 ， 并 随 注 射 硅 珠 后 时 间 的 延 
长 ，PO 活性 逐渐 增高 。 这 说 明 在 细胞 免疫 和 体液 
免疫 相互 调控 过 程 中 ， 导 致 了 pmp0 在 体液 中 很 大 
程度 的 积累 ， 并 在 适合 的 时 候 被 激活 ， 作 出 反应 。 
棉铃 虫 血 淋巴 中 血浆 和 血细胞 中 都 有 proPO 激活 活 
性 ， 且 血细胞 中 高 于 血浆 《和 尹 丽 红 等 ，2001b)。 因 


PTU 抑制 后 血浆 PO 活性 
PO activity after PTU inhibition 
[ ODyg /Cmin * mg? J 


0.0093 + 0.0006 a 
0.0102 + 0.0004 a 
0.0105 x 0.0009 a 
0.0144 x 0.0016 b 
0.0043 + 0.0004 c 


0.0852 + 0.0020 d 


此 也 有 可 能 在 棉铃 虫 血 细胞 吞噬 亲 水 性 硅 珠 的 过 程 
中 ,血细胞 释放 prePO， 从 而 导致 它 在 血浆 中 的 积 
累 效 应 。 血 细胞 在 吞噬 过 程 中 ， 也 会 释放 其 它 因子 
(Blomquist et al.» 1991). 

proPO 级 联 反应 能 被 细菌 的 细胞 壁 成 分 如 脂 多 
糖 、 肽 聚 糖 以 及 真菌 的 B-1,3- 葡 聚 糖 等 激活 COchiai 
et al.，1992)。 在 血浆 中 也 存在 与 多 糖 特征 性 分 子 
相 结 合 的 受 体 ，Yoshida 等 《1986)〉 认 为 这 些 激活 
因子 与 受 体 间 的 相互 作用 可 能 会 激活 两 个 丝氨酸 香 
白 酶 BAEEase 和 PPAE 的 酶 由 ， 然 后 通过 级 联 反 应 
引发 proPO 的 激活 。 本 实验 结果 表明 昆布 多 糖 〈 一 
种 8-1,3- 葡 聚 糖 》 可 以 促进 proPO 的 激活 ， 其 促进 
作用 不 随时 间 变 化 。 这 可 能 是 由 于 昆布 多 糖 是 一 种 
非常 敏感 的 激活 剂 《Leonard et al.» 19852. $i E Æ 
布 多 糖 的 8-1,3 键 已 经 足够 与 血浆 中 的 受 体 结合 。 

在 昆 忠 体液 免疫 级 联 反 应 途径 中 ， 丝 氨 酸 蛋白 
了 《BAEEase》 能 把 proPO WEBS CproPPAEO. W 
活 为 proPO 激活 酶 CPPAE)， 在 PPAE 的 作用 下 ， 
proPO 最 终生 成 PO (Ashida and Yamazaki，1990 )。 
本 实验 中 ， 和 疝 昆 虫 体 内 注射 硅 珠 虽然 导致 了 PO 活 
性 的 提高 ， 但 p-NPGB〔 丝 氨 酸 和 蛋白酶 抑制 剂 》 仍 
能 有 效 抑制 proPO 级 联 反 应 的 进一步 进行 ， 说 明 注 
射 硅 珠 对 proPO 级 联 反 应 的 影响 需要 丝氨酸 穗 白 酶 
的 参与 。 另 一 方面 ， 尽 管 在 注射 硅 珠 后 ， 昆 虫 体 内 
了 酚 氧 化 酶 活性 升 高 ， 发 挥 着 对 抗 异 物 的 免疫 反应 ， 
然而 注射 硅 珠 后 对 酚 氧 化 酶 穆 的 累积 效应 并 不 能 组 
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解 PTU 对 酚 氧化 酶 的 强烈 抑制 作用 。 

由 此 可 见 ， 在 昆虫 对 抗 异 物 的 防御 反应 中 ， 酌 
氧化 酶 原 级 联 反应 是 其 中 一 个 复杂 的 过 程 ， 与 细胞 
免疫 协同 起 作用 。 有 关 二 者 间 的 协同 作用 机 制 还 有 
待 于 进一步 研究 。 
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